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Eine gaschromatographische Methode fcur Bestimmung der Sekretionsrate
und Exkretionsrate von Aldosteron1)
Von O. WÖRSDÖRFER2), G. DIEDRICHSEN und D. LOMMER
/. Medizinische Klinik und Poliklinik der Johannes Gutenberg-Universität\ Main^
(Eingegangen am 4. Februar/3. August 1972)
Eine Methode zur gaschrotnatographischen Analyse von Aldosteron nach Säurehydrolysc im menschlichen Urin und deren Anwendung
zur Bestimmung der Sekretionsrate und/oder Exkretionsrate des Hormones wird beschrieben. Parallelbestimmungen mit einer bewährten,
klassischen Methode (Tetrazolium-Blau) ergaben übereinstimmende Ergebnisse. Die ermittelten Normalbereiche waren: Sekretions-
rate = 144 ± 86 (2s) ,Mg/d (n = 35) und Exkretionsrate = 10,6 ±-8,4 (2s) ;*g/d (n = 35). Die untere Nachweisgrenze der Methode lag
bei 0,6 /Ag/d, wenn die Hälfte eines 24-Stunden^Sammelurines aufgearbeitet wurde. Die Präzisionsprüfung ergab für die quantitative,
gaschromatographische Analyse einen Variationskoeffizienten von 2,8% (n = 90), für die gesamte Methode Variationskoeffizienten von
11,8% (Pool-Urin, n = 10), bzw. 11,2% (Doppelbestimmungen aus Patienten-Urinen, n = 48). Die Proportionalitätsprüfung ergab
zwischen ermittelten Aldosteronmengen und den eingesetzten Mengen eines Pool-Urines eine Korrelation von r = 0,999. Die Richtigkeit
der Methode wurde anhand der Wiederfindung von 11 /ig Aldosteron aus 1500 ml Wasser (n = 6) geprüft. Sie betrug 10,23 ± 0,66 (s) &
Die gleichzeitige Bestimmung von Sekretions- und Exkretionsraten bei 122 Patienten ergab eine signifikante Korrelation (r = 0,792),
obgleich 18 von 60 Patienten mit normaler Exkretionsrate eine erhöhte Sekretionsrate aufwiesen.
A gaschromatographic method for the estimation of secretion and excretion rates of aldosterone
A method for the analysis of aldosterone in acid hydrolyzed human urine, and its application for aldosterone secretion and/or excretion
rate estimations are described. The results agreed with those of parallel estimations by means of a classical standard technique (blue
tetrazoliurn). The normal ranges estimated were: secretion rate = 144 ± 86 (2s) //g/d (n = 35), and excretion rate = 10.6 ± 8.4 (2s) /*g/d
(n = 35). When one half of a complete 24 h urine was analyzed, the sensitivity of the method was 0.6 //g/d. Examinations of the precision
resulted in coefficients of variation of 2.8% (n = 90) for the quantitative, gaschromatographic analysis, and of 11.8% (pool-urine, n = 10)
or 11.2% (double estimations from patient urines, n = 48) for the whole method. The correlation between the amounts of aldosterone
found and the volumes of a pool urine analyzed was r = 0.999. The accuracy of the method was examined by analyzing 6 portions of
1500 ml water, each of which contained 11 ^ g aldosterone. Results were 10.23 ± 0.66 (s) &
Concomitant estimations of secretion rate and excretion rate in 122 patients resulted in a significant correlation (r = 0.792), although
18 of 60 patients with normal excretion rate exhibited increased secretion rate.
MERITS (1) berichtete 1962 über die Möglichkeit, Methodik
Aldosteron nach Oxidation mit Perjodsäure als 11/5- Chemikalien
Hydroxy-S-keto-^äthiensäure-lS-al-lSjll-hemiacetal^O, o-Aldosteron: E. Merck. y-Lacton: Eigene Herstellung durch
18-lacton (im folgenden kurz als y-Lacton bezeichnet) Oxidation von D-Aldosteron mit Perjodsäure: Reinigung durch
rv^o^^«-^*^^^^^^^kio^u „ i ; c: -D^JU^ ^^*> mehrfaches Umkristallisieren aus Methanol. [l,2-3H2]D-Aldo-gascnromatographisch zu analysieren. Eine Reihe von ^-/ j ^-. AU ,*n cn ^·,A ,* *™ , , . * . / ^ , . i steron (30—50 Ci/mmol) und [4-14C]D-Aldosteron (40—50 mCi/
Autoren (2-10) beschrieb in der Folgezeit entsprechen-
 mmol). NEN chemicals. Reagenzien und Lösungsmittel („zur
de, gaschromatographische Methoden zur Bestimmung Analyse"): E. Merck; alle Lösungsmittel wurden vor Gebrauch
von Aldosteron in biologischen Flüssigkeiten. über 100 cm Glaskolonnen destilliert. Tetrazolium-Blau (3,3'-
In der vorliegenden Arbeit wird eine Methode zur Dianisol-bis^^-iS^-diphenyO-tetrazoliumchlorid, p. a.): Serva.
Isolierung freien Aldosterons aus Urin nach Säure- Geräte
hydrolyse (Aldosteron^lS.glucuronid + Aldosteron) Photometer Eppendorf mit Cadmiumlampe und Filter Cd 509 nm:
und zu dessen quantitativ-gaschromatographischem Netheler & Hinz. Gaschromatograph Aerograph 2100 mit Flam-
Nachweis als y-Lacton mittels Flammenionisations- menionisationsdetektor: Varian. Liquidscintillation Spectrometer
detektor beschrieben. Die Methode fand im Rahmen ^odel 3??°/fl^pT *f?dd 544 und Radiochromat°S'am
, . . . , _ _ . _ Scanner Model 7201: Packard Instruments,
klinischer Untersuchungen praktische Anwendung in
der Bestimmung der Aldosteronsekretions- und/oder BestimmungdcrAldosteronsekretions-und-exkretions-
-exkretionsraten nach dem Prinzip der Isotopenver- rate
dünnutigsanalyse. Die Zuverlässigkeitskriterien der für^Bestimmung der Aldosteronsekretionsrate wutde den Pro-
x, v j · j · ..i ..r > banden nach Entleerung der Blase zwischen 8 und 9Uhr etwaMethode wurden eingehend überprüft. Dazu wurden
u. a. Paralleluntersuchungen mit einer bewährten, x) Mit Unterstützung durch die Deutsche Forschungsgemein-
klassischen Technik (Tetrazolium-Blau) durchgeführt, schaft und durch das Bundesministerium für Büdung und Wissen-
die bereits seit 1963 (11) in der letzten Modifikation ^^
 aus def Dissertation von Otto Wörsdörfer, Medizi-
seit 1968 (12) in der Labordiagnostik angewandt wird. nische Fakultät der Johannes Gutenbcrg-Universität Mainz, 1972.
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10 /<Ci [l,2-3H2]D-Aldosteron (gelöst in 1ml Äthanol + 10 ml
physiologischer NaCl-Lösung) quantitativ i. v. injiziert. Danach
wurde der Urin über 72 h quantitativ gesammelt. Sollte aus dem
Sammelurin gleichzeitig die Aldosteronexkretionsrate bestimmt
werden, so wurde dieser mit etwa 0,05 ,aCi [4-14C]D-Aldosteron
als Verlustindikator versetzt. Die gesamte Urinmenge wurde in
zwei 1/3-Portionen zur Doppelbestimmung nach der Tetrazolium-
Blau-Methode und zwei 1/6-Portionen zur Doppelbestimmung
nach der gaschromatographischen Methode aufgeteilt. Zur
Kontrolle der unspezifischen Blindwerte wurde mit jeder Urin-
Doppelbestimmung ein entsprechendes Volumen destillierten
Wassers aufgearbeitet. Die Proben wurden mit konzentrierter
HC1 auf pH 1,1 angesäuert und zur Hydrolyse des Aldosteron-18-
glucuronids über 24h bei Raumtemperatur gehalten. Danach
folgte eine dreimalige Extraktion mit jeweils 1/5 des Proben-
volumens an Chloroform. Die vereinigten Chloroformphasen
wurden rasch mit jeweils 1/10 ihres Volumens an eiskalter 0,1 mol/1
NaOH und anschließend mit destilliertem Wasser gewaschen. Das
Lösungsmittel wurde bei 37°C im Rotationsverdampfer evapo-
riert. Zur ersten Chromatographie wurden die Rohextrakte mit
wenig Chloroform auf dickes Chromatographiepapier (Macharey &
Nagel, MN 212; 10 cm 50 cm) aufgetragen. Die Papierstreifen
wurden durch Eintauchen in Essigsäure-iso-amylester:Methanol:
Wasser = 40:7:3 (v/v) bis dicht an die Startzone imprägniert.
Nach 10 bis 15 min wurden sie in einen dicht schließenden, mit
Essigsäure-iso-amylester gesättigten Chromatographietank (Shan-
don) gebracht und anschließend über 16 h im Durchlauf mit
wassergesättigtem Essigsäure-iso-amylester entwickelt (Raum-
temperatur). Referenzsubstanz: Isatin. Der Risatin-Wert des
Aldosterons betrüg im Mittel 0,45. Die exakte Lokalisation des
Aldosterons erfolgte im Radiochromatogramm-Scanner. Nach
Elution der Aldosteronbereiche mit Methanol und Evaporation
des Lösungsmittels unterschied sich die weitere Aufarbeitung
entsprechend der Art der quantitativen Auswertung (Tetrazolium-
Blau-Methode oder Gaschromatographie) wie folgt:
1. Tetrazolium-Blau-Methode
a) Rechromatographie auf dünnem Papier (Whatman Nr. 1;
5 cm 50 cm) einfach absteigend (4—5 h) nach 12 h Äquili-
brierung im System BusH-B5 (Benzol: Methanol: Wasser =
2:1:1 v/v). Elution der Aldosteronbereiche mit Methanol.
b) Acetylierung der sorgfältig getrockneten Eluate (0,1 ml wasser-
freies Pyridin, 0,1 ml Essigsäureanhydrid, 12 h bei Raumtem-
peratur).
c) Chromatographischeisolierung des 18,21-Diacetoxy-aldosterons
auf dünnem Papier (Whatman Nr. l; 5 cm 50 cm) im System
Mesitylen: Methanol: Wasser = 9:7:3 v/v. Nach Imprägnierung
der Papierstreifen mit der Mesitylenphase Entwicklung mit der
Methanol-Wasser-Phase im Durchlauf über 16h (Raumtempe-
ratur). Referenzsubstanz: Rodamin-B. Mittlerer RRodamin-B-Wert
des Aldosterondiacetates: 0,4.
d) Rechromatographie auf Kieselgel-Dünnschicht (Macharey &
Nagel, Polygram SIL G-UV254; 2 cm X 20 cm Streifen auf
20x20 cm2 Folien) im System Essigsäureäthylester: Aceton =
10:1 v/v einfach aufsteigend. Der mittlere Ar-Wert betrug 0,25.
e) Die getrockneten Eluate der Aldosterondiacetat-Zonen und
der entsprechenden Leerwert-Zonen wurden in l ml Äthanol auf-
genommen. Jeweils dreimal 0,05 ml dieser Lösung wurden in
Szintillationsmeßgläschen übergeführt, eingeengt, mit 10 ml
Szintillatorlösung (4g 2,5-Diphenyloxazol, 50mg l,4-bis-(2,5-
Phenyloxazolyl)-benzol, mit Toluol ad 1000ml) aufgenommen
und im Flüssigkeitsszintillationsspektrometer auf ihren Gehalt an
3H- und/oder 14C-Radioaktivität analysiert. Je dreimal. 0,2 ml der
Äthanollösung wurden mit 0,02ml Tetramethylammoniumhy-
droxidlösung (l ml lOproz. wäßr. Tetramethylammoniumhy-
droxidlösung + 9 ml Äthanol) und 0,02 ml 0,5proz. äthano-
lischer Tetrazolium-Blau-Lösung versetzt. Nach exakt 25min
wurde die Reaktion durch Zugabe von 0,1ml Eisessig abge-
stoppt. Die Extinktion des gebildeten Formazans (13) wurde bei
509 nm (Emax bei 510 nm) unter Verwendung von Mikrokü-
vetten gegen Äthanol gemessen. Zu jeder Meßreihe wurde eine
Eichkurve aus mindestens 5 Punkten erstellt,· die stets linearen
Verlauf zeigte. Nach Leerwert-Korrektur wurden die jeweiligen
Aldosteronmengen anhand der Eichkurve ermittelt.
2. Gaschromatographische Methode
a) Die Eluate wurden in je 0,2 ml einer Iproz. Lösung von HJO4
in Dioxan: Wasser = 1:1 aufgenommen. Nach 3h bei Raum-
temperatur wurde der Reaktionsansatz mit 2 ml Wasser versetzt
und mit 10ml Dichlormethan extrahiert. Der Extrakt wurde
sorgfältig mit 2 ml 0,1 mql/1 NaOH und anschließend bis zur
Neutralität mit destilliertem Wasser gewaschen. Das Lösungs-
mittel wurde evaporiert. ' f
b) Isolierung des y-Lactons durch zweidimensionale Chromato-
graphie auf Kieselgel-Dünnschicht (Polygram SIL G-UV254;
20 cm X 20 cm): I .Lauf mit Hexan: Benzol: Essigsäureäthyl-
ester = 1:4:7 (v/v). Der ÄF-Wert des y-Lactons betrug im Mittel
0,48. 2. Lauf senkrecht zur ersten Laufrichtung mit Methanol:
Chloroform = 1:9 (v/v). Der Äp-Wert des y-Lactons betrug im
Mittel 0,35. Die y-Lacton-Zonen (Lokalisation im kurzwelligen
UV-Licht) und die Leerwert-Zonen wurden ausgeschnitten und
mit je 2 ml Äthanol eiuiert. Nach Filtration durch Glasfritten G 4
wurde das Lösungsmittel evaporiert.
c) Zur Gaschromatographie des y-Lactons wurde 3% O V-1 auf
100—120 mesh Chromosorb-W (Varian) in einer 180 cm X 0,3 cm
U-förmigen Glassäule und N2 (55 ml/min) als Trägergas ver-
wendet. Das Flammengemisch des Detektors bestand aus H2
(35 ml/min) und Preßluft (200 ml/min). Die Temperatur des
Säulenofens betrug 245°C, die des Injektors und des Detektors
300°C. Die Retentionszeit des y-Lactons betrug unter diesen Be-
dingungen im Mittel 5 min. Vor jeder Meßreihe wurde die Trenn-
säule über Nacht unter Meßbedingungen konditiöniert. Danach
wurde bis zur konstanten Detektoranzeige y-Lacton chromato-
graphiert.
Das Eluat des Dünnschichtchromatogrammes wurde in 50 oder
100 Essigsäureäthylester gelöst. Dreimal 10 oder 20 \ dieser
Lösung wurden zur Radioaktivitätsmessung entnommen (s. 1. e),
und mindestens dreimal 3 1 wurden zur quantitativen Bestim-
mung in die Trennsäule injiziert (Hamilton-Spritze lO/wl). Zu
jeder Meßreihe wurde eine Eichkurve aus mindestens 5 Punkten
erstellt, wobei jeder Eichpunkt aus dem mittleren Ergebnis von
mindestens 3 Injektionen resultierte. Die Abbildungen 6 und 7
zeigen typische Eichkurven. Als Maß der analysierten Aldosteron-
menge diente der Flächeninhalt der Detektoranzeige über der
Grundlinie. Voraussetzung für die Bewertung einer Analyse
war es, daß bei der Chromatographie entsprechender Mengen des
Leerwert-Eluates im Bereich des y-Lactons keine Detektoranzeige
erfolgte.
Die Sekretionsrate bzw. die Exkretionsrate von Aldosteron wurde
aus dem Verhältnis der i. v. injizierten, bzw. der dem Sammelurin
zugesetzten Radioaktivitätsmenge zu der entsprechenden spe-
zifischen Radioaktivität des isolierten Aldosterons berechnet:
Sekretionsrate =
injizierte 3H-Radioaktivität
spezifische 3H-Radioaktivität ( / %) · 3
Exkretionsrate =
zugesetzte 14C-Radioaktivität





Als Kriterien der Spezifität der beschriebenen Methode
können zunächst die Art der Isolierung des Aldosterons
bzw. des y-Lactons und die Art der quantitativen
Analyse genannt werden. Die Alkaliwäsche des rohen
Chloroformextraktes garantiert die weitgehende Ent-
fernung der phenolischen Steroide und der Steroid-
säuren. Die Papierchromatographie im Essigsäure-iso-
amylester-System eignet sich ganz besonders für die
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Isolierung des Aldosterons. Ein Großteil der Corti-
coidsteroide und Corticosteroidderivate (11-Desoxy-
corticosteron, Corticosteron, 11-Dehydrocorticosteron,
11-Desoxycortisol, Cortisol, Cortison und deren Tetra-
hydroderivate wurden geprüft) zeigt in diesem System
höhere Wanderungsgeschwindigkeiten als Aldosteron.
Besondere Bedeutung kommt der Alkaliwäsche des
Dichlormethanextraktes nach der Perjodsäure-Oxidation
zu. Die y-Lactonbildung ist spezifisch für Aldosteron.
Andere Steroide mit -Ketol-Seitenkette werden zu
freien Äthiensäuren oxidiert. Diese werden durch die
Natronlauge ausgewaschen, während das y-Lacton in
der organischen Phase verbleibt. Die Gaschromato-
graphie gewährleistet neben der Möglichkeit der
quantitativen Auswertung einen zusätzlichen Selek-
tionsschritt. Sie ermöglicht gleichzeitig eine qualitative
Beurteilung des Meßwertes.
In diesem Zusammenhang muß allerdings darauf hin-
gewiesen werden, daß die beschriebene Methode nur
dann brauchbare Resultate liefert, wenn während der
gesamten Prozedur höchste Reinheitskriterien einge-
halten werden. Erste Analysen unter „normalen"
Laboratoriumsbedingungen ergaben außergewöhnlich
hohe Werte für Sekretions- und Exkretionsraten, und
im Wassec-Leerwert zeigte sich eine gaschromato-
graphische Fraktion mit exakt der Retentionszeit des
y-Lactons (Abb. 1). Intensive Vorreinigung aller
Lösungsmittel und Reagenzien führte nicht zur Lösung
des Problems. Unterschiedliche Mengen der unspe-
Retentionszeit
Abb. l
Gaschromatographischer Nachweis einer unspezifischen Verunreini-
gung im Wasser-Leerwert mit den chromatographiscnen Eigenschaften
des y-Lactons. Elektrometerverstärkung: 2 · 10-u A/mV
a) Wasser-Leerwert, 3 \ aus 100 \ Endvolumen. b) y-Lacton-Stan-




Gaschromatographischer Nachweis der unspezifischen Verunreinigung(s. Abb. 1) im Essigsäureäthylester-EIuat eines menschlichen Finger-
abdruckes. Elektrometerverstärkung: 2· 10~11 A/mV
a) Eluat des Fingerabdruckes, b) y-Lacton-Standard, 2 \ = 8 ng
zifischen Fraktion in parallel untersuchten Wasser-
proben deuteten darauf hin, daß es sich nicht um eine
systematische, sondern um eine zufällige Verunreini-
gung handelte. Wir chromatographierten deshalb das
Essigsäureäthylester-EIuat eines Fingerabdruckes und
fanden in dieser Lösung eine hohe Konzentration der
Verunreinigung mit den gaschromatographischeri Eigen-
schaften des y-Lactons (Abb. 2). In der Folgezeit wurde
jede Berührung von Chromatogrammen mit der
bloßen Hand peinlichst vermieden, und alle Glasgeräte
wurden kurz vor Gebrauch mit destilliertem Chloro-
form gespült. Beispiele für den Erfolg dieser Maß-
nahmen zeigen die Abbildungen 3 und 4: Leerwert-
Proben zeigten fortan keinerlei Detektoranzeige im
Bereich des y-Lactons, und die Ergebnisse aus Urin-
analysen lagen in pkusiblen Größenordnungen. Bei
Injektion einer Mischung aus Probe und Standard
resultierte ein einheitlicher und symmetrischer Peak
(Abb. 4).
Im Rahmen klinischer Routineuntersuchungen wurden
21 Aldosteronsekretionsraten (SR) und 26 Aldosteron-
exkretionsraten (ER) jeweils in Doppelbestimmung
parallel nach der gaschromatographischen Methode
(GLC) und nach der Tetrazolium-Blau-Methode (BT)
bestimmt. Abbildung 5 zeigt den Vergleich der Er-
gebnisse. Mit
SRGLC = 0,946 - SRBT - 16,1 (r = 0,981)
und
ERGLC = 0,966 · ERBT - 0,1 (r = 0,947)
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Retentionszeit
Abb. 3
Vermeidung der unspezifischen Verunreinigung durch erh hte Sorg-
falt bei der Probenaufbereitung. Elektrometerverst rkung:
2 - 10-11 A/mV
a) Wasser-Leerwert, 3 μ\ aus 100 μ\ Endvolumen, b) y-Lacton-Stan-





Chromatographie bei Elektrometerverst rkung 10~10 A/mV.
aT£LeeSfrt' V AH« V00?1 Endvolumen. b) y-Lacton^Stan-
100 «l EnHv^ifl"8· Sl Unn-Analysenprobe (SR 192/1), 3 μ\ ausιυυ/ii Endvolumen, d) Mischung aus y-Lacton-Standardl (3 nl) und
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Abb. 5
Korrelation der Ergebnisse nach Parallelbestimmungen von Aldo-
steronsekretionsraten (SR, Δ, —) und Aldosteronexkretionsr ten(ER, o, - - r -) mit der gaschromatographischen Methode (GLC) und
mit der Tetrazolium-Blau-Methode (BT)
ERGLC = 0,966- ERBT —0,1; r - 0,947 (n = 26)SRoLC = 0,946 · SR T — 16,1; r = 0,981 (n - 21)
ergab sich eine sehr gute bereinstimmung bei hoch-
signifikanter Korrelation.
F r eine Kontrollgruppe von 17 weiblichen und 18
m nnlichen Patienten mittleren Alters, die keinerlei
Anzeichen kardiovaskul rer, renaler, hepatischer oder
endokriner Erkrankungen zeigten, fanden wir mit der
gaschromatographischen Methode eine mittlere Aldo-
steronsekretionsrate von 144 ± 86 (2s) μξ/ά. (51 bis
203 /xg/d) und eine mittlere Aldosteronexkretionsrate
von 10,6 ± 8,4 (2s) μ%/ά (5—20^g/d). Diese Ergeb-
nisse stimmen mit den Norm lwerten berein, die von
zahlreichen Arbeitsgruppen unter Anwendung unter-
schiedlichster Methoden erstellt wurden (14).
Empfindlichkeit der Methode
Abbildung 6 zeigt eine typische Eichkurve bei einer
empfindlichen Elektrometerverst rkung von 2 · 10~u
A/mV (100% Schreiberausscbiag = l mV). Die untere
Nachweisgrenze liegt danach bei einer etwa 3 ng
Aldosteron entsprechenden Menge y-Lacton. Nimmt
man ein blicherweise eingesetztes Injektionsvolumen
von 3 μΐ aus 100 μΐ Injektionsl sung und stellt einen
gesamten Aufarbeitungsverlust von 67% (Tab.) in
Rechnung, so lie e sich bei Extraktion eines halben
Tagesurines unter diesen Bedingungen noch eine Ex-
kretionsrate von etwa 0,6 ^ g bestimmen. Abbildung 3
zeigt typische Chrom togramme bei einer Elektro-
meterverst rkung von 2 · 10-11 A/mV. F r die all-
gemeinen klinisch-diagnostischen Anforderungen ge-
n gt jedoch eine Elektrometerverst rkung von l · 10~10
A/mV. Hierbei k nnen 20 ng Aldosteron noch gut
gemessen werden. Eine entsprechende Eichkurve zeigt
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Abb. 6
Eichkurve für die gaschromatographische Aldosteronbestimmung als
y-Lacton bei Elektrometerverstärkung 2 · l O-11 A/mV. Die y-Lacton-
Konzentration der Eichlösung (Essigsäureäthylester) entsprach 4 ng
Aldosteron/ . ± s (je 5 Injektionen)








Eichkurve für die gaschromatographische Aldosteronbestimmung als
y-Lacton bei Elektrometerverstärkung 10~10 A/mV. Die y-Lacton-
Konzentration der Eichlösung (Essigsäureäthylester) entsprach 20ng
AIdosteron//x|. ± s (je 5 Injektionen)
0,263 · mm8 + 0,411 = ng Aldosteron; r = 0,997
Tab. l



















Abbildung 7. In der Praxis läßt sich die Eichkurve mit
3 Punkten noch zuverlässig erstellen. Abbildung 4
zeigt typische Chromatogramme bei einer Elektro-
verstärkung von l · IQ-10 A/mV.
Präzision der Methode
1. Präzision der Gaschromatographie:
Aus 30 statistisch ausgewählten Dreifachinkjetionen
von Meßproben aus Patienten-Urinen wurde der
Variationskoeffizient für die entsprechende Detektor-
anzeige berechnet, indem das Ergebnis der Einzel-
injektion in Prozent des entsprechenden Mittelwertes
ausgedrückt wurde (n == 90). Der Variationskoeffizient
betrug 2,8%.
2. Präzision der gesamten Methode:
a) 10 1500-ml-Portionen eines Pool-Urines wurden un-
abhängig voneinander in Doppelbestimmungen ana-
lysiert. Das mittlere Ergebnis war 7,85 ± 0,93 (s) //g
Aldosteron/1500 ml, entsprechend einem Variations-
koeffizienten von 11,8%.
b) Aus Doppelbestimmungen von 24 statistisch aus-
gewählten Urinanalysen wurde der Variationskoeffizient
für die entsprechenden Einzelergebnisse berechnet,
indem jedes Einzelergebnis in Prozent des entsprechen-
den Mittelwertes ausgedrückt wurde (n = 48). Der
Variationskoeffizient betrug 1.1,2%.
c) Sechs unterschiedliche Volumina eines Pool-Urines
zwischen 500 und 2000 ml wurden unabhängig von-
einander analysiert. Die Korrelation zwischen den be-
stimmten . Aldosteronmengen und den eingesetzten
Urinmengen ist in Abbildung 8 dargestellt. Sie ergab
mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,999 aus-
gezeichnete Proportionalität.
Richtigkeit der Methode
11>0 Aldosteron wurden in 1500ml Wasser gelöst.
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Abb. 8
Proportionalität der Ergebnisse bei Analyse unterschiedlicher Mengen
eines Pool-Urines
0,013 · ml — 2,65 - jig Aldosteron; r - 0,999
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einander ia Doppelbestimmungen analysiert. Das mitt-
lere Ergebnis betrug 10,23 ± 0,66 (s) %> entsprechend
einem Variationskoeffizienten von 6,5%.
Praktikabilität der Methode
Wie vorangehend nachgewiesen wurde, besitzt die be-
schriebene Methode eine Zuverlässigkeit, die nach dem
heutigen Standard für derartig schwierige Unter-
suchungen als sehr gut bezeichnet werden kann.
Der Aufwand für die Isolierung des Hormones konnte
aufgrund der gaschromatographischen Bestimmung als
y-Lacton auf eine Papierchromatographie und eine
zweidimensionale Dünnschichtchromatographie redu-
ziert werden. Eine technische Hilfskraft führt zur Zeit
pro Woche 10 Aldosteronsekretions- und/oder -ex-
kretionsratenbestimmungen in Doppelbestimmungen
durch.
Mit radioimmunologischen Methoden (15—18) können
im Idealfall erheblich größere Analysenzahlen be-
wältigt werden. Leider ist es nur in seltenen Fällen ge-
lungen (19), tatsächlich spezifische Antikörper gegen
Aldosteron zu gewinnen. Nach dem heutigen Stand der
Entwicklung setzt auch die radioimmunologische Tech-
nik einen erheblichen Aufwand an chromatographischer
Vorreinigung vorraus und bietet deshalb vorerst nur
unwesentliche Vorteile gegenüber gaschromatogra-
phischen Techniken. Bis zur Entwicklung höher spe-
zifischer Antikörper werden gaschromatographische
Methoden auch weiterhin, zumindest aber als Referenz-
methoden, ihre volle Berechtigung beibehalten. Ein
großer Vorteil der Gaschromatographie gegenüber dem
Radioimmunoassay besteht in der Möglichkeit, die
Zuverlässigkeit jeder einzelnen Analyse anhand von
Lage und Form des Probenpeaks jederzeit zu be-
urteilen.
r2s +2s
Korrelation zwischen Sekretionsrate (SR) und
Exkretionsrate (ER)
Bei einem Kontrollkollektiv von 35 Patienten ohne
Anzeichen kardiovaskulärer, renaler, hepatischer oder
endokriner Erkrankungen, sowie bei 86 Patienten mit
Verdacht auf Hyperaldosteronismus und einem Patienten
nach subtotaler Adrenalektomie wurden gleichzeitig
Sekretionsrate und Exkretionsrate bestimmt. Die Er-
gebnisse sind in Abbildung 9 zusammengefaßt. Zwischen
Sekretionsräte und Exkretionsrate ergab sich ein Zu-
sammenhang gemäß SR = 13,58 · ER + 53,74 mit
einem Korrelationskoeffizienten von r = 0,792. Damit
besteht zwischen Sekretionsrate und Exkretionsrate
eine signifikante Korrelation. Es fällt jedoch auf, daß
18 von 60 Fällen mit normaler Exkretionsrate (innerhalb
des ± 2s-Bereiches der Kontrollgruppe) erhöhte Se-
kretionsraten zeigten (30%). Von 40 Fällen mit nor-
maler Sekretionsrate zeigte dagegen nur einer für die
Exkretionsrate einen Wert, der geringfügig über der
entsprechenden + 2s-Grenze lag.
1400
20 40 60
Exkretionsrate [jug/d ] 80 100
Abb. 9
Korrelation zwischen Aldosteronsekretionsraten (SR) und -exkretions-
raten (ER). : Kontrollgruppe; ^: Patienten mit Verdacht auf
Hyperaldosteronismus
SR = 13,58-ER + 53,7; r =0,792 (n - 122)
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Abb. 10
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Urinsammlung erklären, da in allen Fällen mehr als 80%
der injizierten Radioaktivität im Sammelurin wieder-
gefunden wurden.
Untersuchungen über den zeitlichen Verlauf der Aus-
scheidung der gesamten Radioaktivität bei 10 Pa-
tienten mit Sekretionsrate < 200 /tig/d und 10 Pa-
tienten mit Sekretionsrate > 350 /d ergaben eine
signifikant langsamere Ausscheidung bei den Patienten
mit erhöhter Sekretionsrate (Abb. 10). Die Analyse der
mittleren Eliminationskurven (zusammengesetzte Ex-
ponentialfunktionen) in halblogarithmischer Darstel-
lung (Abb. 11) ergab jeweils mindestens drei Ex-
kretionsfraktionen für das injizierte 3H-Aldosteron.
Dabei deutete sich bei Patienten mit erhöhter Sekre-
tionsrate eine relative Verkleinerung der am schnellsten
eliminierten Fraktion an. Diese rasch eliminierte Frak-
tion entspricht mit großer Wahrscheinlichkeit der für
die Analyse des Aldosteron-18-glucuronides verwen-
deten säurelabileh Fraktion (20). Die festgestellte
Divergenz zwischen normaler Exkretionsrate und er-
höhter Sekretionsrate könnte demnach aus einer Ver-
änderung im Muster der ausgeschiedenen Aldosteron-
metaboliten bei erhöhter Aldosteron-Plasmakonzen-
tration resultieren. Die endgültige Klärung dieser
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Abb. 11
Die graphische Analyse der "H-Eliminationskurven aus Abbildung 10 in halblogarithmischer Darstellung ergab als Kurvenfunktion jeweils
eine Summe aus 3 negativen Exponentialfunktionen: Radioaktivität (Ra) = A · e-*1 -f B · e-0* -f C· e-V*.
Jede dieser drei Einzelfunktionen entspricht einer aH-Fraktion der Größe A, B oder C(%), die entsprechend einer Geschwindigkeitskonstan-
ten «, oder (l/h) über die Nieren eliminiert wird.
a) Sekretionsrate < 200Aig/d: Ra = 25,8· e-0·*77*· -f 60· e-0·120* + 14,2· e-0·012*
b) Sekretionsrate > 350 /*g/d: Ra = 22,6· e-°.'75t + 58· e-V20t + 19,4- e-0»ooe t
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